(19) 



J 



(12) 



(43) Date de publication: 

15.12.1999 Bulletin 1999/50 

(21 ) Numero de depot: 98201490.4 

(22) Date de depot: 07.05.1998 



Europaisches Patentamt 
European Patent Off Ic 

Office europeen des brevets (11) EP 0 963 706 A1 

DEMANDE DE BREVET EUROPEEN 

(51) Intel. 6 : A23L 1/226, A23L 1/227 



(84) Etats contractants designes: 


(72) Inventeurs: 


AT BE CH CY DE DK ES Fl FR GB GR IE IT LI LU 


• Bel Rhlid, Rachid 


MCNLPTSE 


1066 Epallnges (CH) 


Etats d'extension designes: 


* Chairrtreau, Alain 


AL LT LV MK RO SI 


1228 Plan-Les-Ouates (CH) 


(71) Demandeur: 


• Pollien, Philippe 


1606 Forel/Lavaux(CH) 


SOCIETE DES PRODUITS NESTLE S.A. 


1800 Vevey (CH) 


(74) Mandataire: Vullle, Roman et al 




Avenue Nestle 55 




1800 Vevey (CH) 



o 
co 

CO 



(54) Melange precurseur d'arbme 

(57) Melange precurseur d'aromes generant. lors 
d'une etape de chauffage, une note aromatique due a la 
formation de thiols. 



Q. 
LU 



Printed by Xerox (UK) Business Servtoes 
2.16.7/36 



EP 0 963 706 A1 



10 



25 



30 



Description 

mes alimentaires. database of volatile compounds in food 1996" que > les i Stupes 

res correspondants. apres un stockage a una WpWn* 6 £ 49 . 23S1 _ ^ennentque lesgrouperrrarrts 
[0005] Iwailleurs. Mottramet al.. dans J. Agnc Fo0 ^^' 1 ^ eu i a chaud. des composes disultures avec des 
Kote peuvent etre formes, en faisant reag.r dans u "^°"^ te t n L ol des ponts disulfures. nolamment des 
Seines comprenant des S^ u ^^rH^JenS toSS I cuisson cTune so.ution aqueuse conte- 
^nes.Danscedo™rnexrtJlsmettem^^^^ 

un disuKure et de I'albumine permet ta J^^^SS ^recurseur daromes permettant de favonser le 

sr SStt p— » a — ««-«^«-^^^'- , * ,n,-,,, " di 

chauffage. une note aromatjque due a la formation * «*■ , d , presence de un ou plusieurs groupe- 

note aromatique. . . ra inri iff6remment ( expression "note aromatique" ou le terme 

[001 4] De preference on chauffe a pH neutre le meiany », » 
45 thiols a un rendement de 48-90%. r^iisation d'un tel melange precurseur tfardmes dans la fabri- 

la composition alimentaire, par exemple. m ;„nnndes en milieu aqueux ou a sec, dans un four conven- 
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ainsi de les proteger des alterations. On peut secher ce complexe, de maniere a obtenir une poudre aromatique stable. 
On peut notamment le secher par pulverisation ou par lyophilisation, par exemple. 

[0019] La presents invention est decrrte plus en details a I'aide de tests et d'exemples non limitatifs, ci-apres. Dans 
ces tests et dans ces exemples, les pourcentages sont donnes en moles sauf indication contraire. 

5 

Test 1 : Reaction entre du bis(2-furfuryl) disulfide et une source proteique comprenant au moins un graupe sul- 
fhydryle 

[0020] On fait reagir, en milieu aqueux. a chaud, du bis(2-furfuryl) disulfure avec une source proteique, de maniere a 
w produire du 2-furfuryl-thio! isole a I'aide cTun appareil de distillation-extraction simultanees, le SDE, a pression atmos- 
pherique ou sous vide. 

[0021] On calcule alors le rendement de formation de groupes thiols. Ce rendement est exprime en pourcentage et 
est calcule sur la base de la quantite de groupes thiols qui devraient etre formes, sort le double de la quantite molaire 
de disulfure. 

75 [0022] L'ensemble de donnees est mentionne dans le tableau 1 , ci-apres. 



Tableau 1 





(a) 


Source proteique 


Rendement 


mode d'isolation 


temoin 






<1% 


SDE/pression atmospherique (100° 
C) 


essai n°1 


10 ppm 


albumin e d'oeuf 


87% 


SDE/pression atmospherique (100° 
C) 


essai n°2 


10 ppm 


albumin e d'oeuf denaturee 


61% 


SDE/pression atmospherique (100° 
C) 


essai n°3 


10 ppm 


albumine d'oeuf 


<1% 


SDE/sous vide (37° C) 


essai n°4 


100 ppm 


gluten 


45% 


SDE/pression atmospherique (100° 
C) 


essai n°5 


100 ppm 


BSA 


51% 


SDE/pression atmospherique (100° 
C) 


essai n°6 


100 ppm 


(3-lactoglobuline 


60% 


SDE/pression atmospherique (100° 
C) 


essai n°7 


1000 ppm 


fi-lactoglobuline + 1%de cysteine 


80% 


SDE/pression atmospherique (100° 
C) 


essai n°8 


100 ppm 


hydrolysat de p-lactoglobuline 


20% 


SDE/pression atmospherique (100° 
C) 


leaende: (a) quantite de bis(2-furfuryl) disulfure / quantite de la source proteique 



[0023] Les resultats mentionnes au tableau 1 mettent en evidence le fait que la reaction, en milieu aqueux a chaud, 
45 entre un polysulfure, tel que le bis(2-furfuryl) disulfure, et une source proteique comprenant au moins un groupe sulfhy- 
dryle permet la formation de thiols correspondents, a un rendement interessant. 

Par ailleurs, I'essai n°3 permet de mettre en evidence le fait que si Ton fait reagir du bis(2-furfuryl) disulfure avec de 
I'albumine sous vide a temperature ambiante, aucun thiol correspondant n'est forme. Cela permet de confirmer le fait 
que le disulfure est complexe dans la poche hydrophobe fbrmee par la proteine. On peut ainsi evrter la perte du poly- 
so sutfure par evaporation et limrter la dispersion de son odeur avant le chauffage de la composition alimentaire a laquelle 
on a ajoute le melange aromatique, selon (Invention. 

Pour augmenter le rendement en thiol, on peut egalement former un complexe ternaire comprenant un disulfure, de la 
cysteine et une proteine. comme illustre a i'essai n°7. 

55 Test 2: Effet sur le rendement de la reaction de la quantite de polysulfure par rapport a la quantite de la source 
proteique contenant au moins un sulfhydryle 

[0024] On calcule le rendement de la reaction en fonction de la quantite de polysulfure par rapport a la quantite de la 
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source proteique corttenant au moins un sulfhydryle. 

[0025] Pour ce faire. on effectue plusieurs reactions, dans un milieu aqueux a chaud, avec, a chaque essai, une quan- 
tity croissante de bis(2-furfury))disutfure et une quantite constants d'albumine d'oeuf. 

On calcule alors le rendement de formation de groupes thiols. Ce rendement est exprime en pourcentage molaire et 
5 est calcule sur la base de la quantite de groupes thiols qui devraient etre formes, sort le double de la quantite molaire 
de disuHure. 

[0026] Les resultats sont mentionnes a la figure 1 , ci-apres. 

[0027] La figure 1 met en evidence le fait que le taux de transformation du disulfure en funfurylthiol forme diminue 
quand le taux de bis(2-furfuryl)disulfure complexe dans la poche hydrophobe de la proteine augmerrte. 

w 

Test 3: Reaction dans un milieu aqueux a chaud entre de I'albumine d'oeuf et differents potysulfures 

[0028] On fait reagir. dans un milieu aqueux a chaud, de rabumine d'oeuf avec differents polysulfures et Ton calcule 
le rendement de formation de thiol tel que decrit dans le test 1 . 
75 [0029] L'ensemble des resultats sont mentionnes dans le tableau 2, ci-dessous. 



Tableau 2 





polysulfure 


(a) 


rendement 


methode d'isolation 


essai n°9 


bis(2-furfury1) disulfure 


10 ppm 


87% 


SDE/pression atmospheri- 
que 


essai n°10 


bis(3-methyl-2-buten-1 -yl) disulfure 


10 ppm 


30% 


SDE/pression atmospheri- 
que 


essai n°11 


2-furfurylthiol 


100 ppm 


61% 


SDE/pression atmospheri- 
que 


essai n°12 


dimethyl trisulfure 


10 ppm 


7% 


SDE/pression atmospheri- 
que 


leqende: (a) quantite de polysulfure / quantity d'albumine d'oeuf. 



[0030] Les resultats mentionnes au tableau 2 mettent en evidence le fait que la reaction, en milieu aqueux a chaud, 
entre un polysulfure et une source proteique comprenant au moins un groupe sulfhydryle permet la formation de thiols 
35 correspondants. 

[0031 ] Par ailleurs, ces resultats mettent en evidence le fait que cette reaction entre un polysulfure, le bis(2-furfuryl) 
disulfure. et une source proteique comprenant au moins un groupe sulfhydryle (essai n°9) permet la formation de thiols 
correspondants, a un rendement meilleur que dans le cas ou Con effectue une simple complexation entre un groupe- 
ment thiol, le 2-furfurylthiol, et une source de proteines comprenant un groupement sulfhydryle (essai n°1 1). On peut 
40 suposer que cette difference de rendement est due au fait qui I y a une reaction irreversible (essai n°1 1) entre le grou- 
pement thiol et la proteine avec formation de disulfures, des furfuryl-S-S-proteines, qui ne sont pas volatiles. 
De plus, on n'a pas de perte de rendement lors de la reaction entre un polysulfure et une source proteique comprenant 
au moins un groupe sulfhydryle. car les thiols correspondants sont liberes au fur et a mesure de leur formation. 

45 Test 4: Acide amine ou peptide comme source de soufre non volatile comprenant au moins un groupe sulfhy- 
dryle. 

[0032] On fait reagir, dans un milieu aqueux a chaud, du bis(2-furfuryl)disutfure et un acide amine ou un peptide, 
comme source de soufre non volatile comprenant au moins un groupe sulfhydryle. Le rapport massique bis(2-furfuryl) 
so disulfure/source de soufre non volatile comprenant au moins un groupe sulfhydryle est de 1/1 0. On calcule alors le ren- 
dement de formation de thiol tel que decrit dans le test 1. 
[0033] L'ensemble des resultats est mentionne dans le tableau 3. ci-dessous. 
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Tableau 3 





(b) 


rendemen t 


valeur du pH 


essai n°13 


cysteine 


10-59% 




essai n°14 


cysteine 


87% 


7,6 


essai n°15 


glutathion 


80% 


7.6 


essai n°16 


cystine 


2,8% 


7.6 


Leaende: (b) source de soufre non volatile contenant au 
moins un groupe sulfhydryle ou un portt disulfure. 



is [0034] Les resuHats mentionnes au tableau 3 mettent en evidence le fait que le melange de precurseur d'ardmes 
selon la presente invention constitue d'un disulfure volatile, le bis(2-furfuryl)disuif ure et d'un ackJe amine soufre, la cys- 
teine, ou d'un peptide contenant au moins un acide amine soufre, le glutathion. permet la formation de thiols, lors d'une 
etape de chauffage en milieu aqueux, et ainsi genere une note aromatique. 

Par contre, comma cela est illustre par I'essai n°16, si la source de soufre non volatile est une source de portts disulfu- 
20 res. telle que la cystine, sans sulfhydryle libre, on obtient un rendement negligeable de formation de thiols. Les resultats 
mentionnes au tableau 3 mettent. de plus, en evidence le fait que la reaction est pH dependarrte. En effet, si Ton fait 
reagir dans de I'eau distil6e, a chaud. de la cysteine avec du bis(2-furfuryl)disulfure, comme a I'essai n°13, le rende- 
ment de formation de thiol varie entre 10 et 59%. Par contre si Ton effectue la m§me reaction dans de I'eau au pH de 
7,6, comme dans I'essai n°!4, on obtient un rendement de formation de thiols de 87%. 

25 

Test 5: Formation de thiols naturels 

[0035] On produit par biotransformation des disulfides. 

[0036] Pour ce faire, on met en suspension une levure boulangere dans un tampon phosphate a pH 8. contenant un 
30 conjugue cysteme-aldehyde a 20 mM. 

[0037] On effectue cette biotransformation pendant 48 h, pour la moitie de la preparation en milieu anaerobique et. 

pour I'autre moitie, en milieu aerobique, de maniere a comparer i'effet de I'oxygene sur la formation de 2-furfurylthiol. 

[0038] On mesure alors le rendement de la reaction. La formation de 2-furfurylthiol est a un rendement optimal de 

30-40%, en milieu anaerobique, et a rendement optimal de 10-25%, en milieu aerobique. 
35 [0039] Apres 1 44 h d'incubation, on obtient la formation de bis (2-furfuryl) disulfure a un rendement optimal de 24% 

en milieu anaerobique et a un rendement optimal de 4% en milieu aerobique. 

[0040] On fait alors reagir, en milieu aqueux, a chaud, le bis(2-furfuryt) disulfure nature), ainsi prepare 1 44 h en con- 
ditions anaerobiques. avec de I'albumine d'oeuf , de maniere a produire, a un rendement de 60%, du 2-furfurylthiol isoJe 
a I'aide d'un appareil de distillation-extraction simultanees, le SDE, a pression atmospherique. 

40 

Exemple 1 

[0041] On procede a I'aromatisation de cafe soluble avec le melange precurseur d'ardmes selon I'invention. de 
maniere a developper une note grillee tres prononcee. 
45 [0042] Pour ce faire, on fait reagir, a chaud dans 1 00 mi d'eau a pH 7,5, le melange selon ('invention, comprenant 1 00 
ppm de bis(2-furfuryl) disulfure et de la (3 lactoglobuline, avec 1 .5 g de cafe soluble. 
[0043] On obtient un melange ayant un gout de cafe avec une note grillee tres prononcee. 

Exemple 2 

50 

[0044] On prepare un melange precurseur d'ardmes sous forme de poudre, pouvant etre aisement utilise pour donner 
une note aromatique prononcee aux aliments. 

[0045] Pour ce faire. on forme un melange precurseur d'ardmes stable en melangant dans de I'eau 1 00 ppm de bis(2- 
furfuryl) disulfure avec de I'albumine. On effectue une lyophilisation du melange precurseur d'ardmes ainsi realise. 
55 [0046] On obtient ainsi un melange precurseur d'ardmes sous forme de poudre que Ton peut facilement utiliser a sec, 
en suspension ou en solution, notamment, aux micro-ondes, de maniere a ce qu'il developpe une note aromatique 
grillee tres prononcee. 
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[0047] On prepare un fond de sauce au jus de poulet rdti en y ajoutant le melange selon I'invention. 
[0048] Pour ce faire. on prepare un melange precurseur d'ardmes tet que decrit a I'exemple 2 et on I'ajoute a un fond 
5 de sauce a raison de 0.35% par rapport au poids sec de ce fond de sauce. 

[0049] On obtient ainsi un fond de sauce au jus de poulet rdti ayant une note de viande tres prononce. 

Exemple 4 

w [0050] On prepare un hamburger en ajoutant dans le steak de viande hachee le systeme aromatique selon llnvention. 
[0051] Pour ce faire, on prepare un melange precurseur d'ardmes tel que decrit a i'exemple 2 et on Pajoute dans le 
steak a raison de 0,45% par rapport au poids sec du steack de viande hachee. 

[0052] On depose le steak ainsi prepare sur un demi pain rond avec une garniture composee de salade, de tamotes 
et de cornichons coupes en rondelles, puis on superpose ('autre portion du pain rond. 
is [0053] On obtient ainsi un hamburger ayant une note de viande tres prononcee, lors de la rechauffe aux micro-ondes. 

Revendlcatlons 

1 . Melange precurseur d'ardmes caracterise par le fait qu'il genere, lors d'une etape de chauffage une note aromati- 
20 que due a la formation de thiols. 

2. Melange selon la revendication 1 , caracterise par le fait qui) est constitue d'un polysulfure et d'une source de souf re 
non volatile comprenant au moins un groupe sulfhydryle. 

25 3. Melange selon les revendications 1 et 2, dans lequel le polysulfure est de type R-(S) n -R* ou R et R' sont identiques 
ou differerrts et n est superieur ou egal a 2. 

4. Melange selon les revendications 1 a 3, dans lequel le polysulfure est obtenu par biotransformation d'un conjugue 
cysteine-aldehyde a I'aide d'une levure boulangere. 

30 

5. Melange selon les revendications 1 a 4, dans lequel la source de souf re non volatile combinee ou non a d'autres 
constrtuants, est un acide amine soufre. un peptide contenant au moins un acide amine soufre, une proteine con- 
tenant au moins un acide amine soufre et/ou un hydrolysat de proteines contenant au moins un acide amine sou- 
fre. 

35 

6. Melange selon les revendications 1 a 5, dans lequel la formation de thiol est a un rendement de 48-90%, lors d'une 
etape de chauffage a pH neutre. 

7. Melange selon Tune des revendications 1 a 6, dans lequel la source de soufre non volatile est une ou plusieurs pro- 
40 teines comprenant au moins un acide amine soufre. de maniere a permettre la formation d'une poche hydrophobe 

emprisonnant un ou plusieurs polysulfures. 

8. Melange selon la revendication 7. caracterise par le fait qu'on le seche, de maniere a obtenir une poudre aromati- 
que stable. 

45 

9. Utilisation du melange selon I'une des revendications 1 a 8 dans la fabrication d'une composition alimentaire. de 
maniere a favoriser le developpement d'une note aromatique rotie, grillee lorsqu'on chauffe la composition alimen- 
taire. 

so 10. Utilisation selon la revendication 9, dans laquelle on ajoute le melange aromatique dans une proportion de 0,07- 
0.50% par rapport au poids sec de la composition alimentaire. 
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